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57 Resumen:
Produccio´n por cultivo continuo de un fermento
la´ctico mixto de adicio´n directa para elaboracio´n de
queso.
El sistema consiste en un fermentador equipado con
una cuba de fermentacio´n, utilizada con 750 ml de
medio de cultivo como volumen de trabajo. La
adicio´n de medio de cultivo este´ril se lleva a cabo a
un ﬂujo constante mediante una bomba perista´ltica
conectada a un reservorio. El medio de cultivo em-
pleado es un medio semideﬁnido de bajo coste cuya
composicio´n es: lactosa, 0.5%; extracto de levadura,
1%; MgSO4.7H2O, 0.005%; (NH4)2HPO4, 0.25%;
Na3C6H5O7.2H2O, 0.2%.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.
Venta de fasc´ıculos: Oﬁcina Espan˜ola de Patentes y Marcas. C/Panama´, 1 – 28036 Madrid
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DESCRIPCION
Produccio´n por cultivo continuo de un fermento la´ctico mixto de adicio´n directa para elaboracio´n de
queso.
Sector de la te´cnica:
Sector la´ctico, elaboracio´n de quesos.
Estado de la te´cnica:
Los procedimientos de produccio´n de fermentos la´cticos concentrados se han desarrollado en los
u´ltimos veinte an˜os, teniendo lugar el lanzamiento comercial de los mismos en los an˜os ochenta (DVS,
direct vat system; ICF, Inoculum pour cuve de fabrication).
Habitualmente la produccio´n industrial de cultivos iniciadores se realiza mediante fermentacio´n en
batch en la que el medio de cultivo, usualmente con base de suero la´cteo o leche proteolizada, no es
renovado durante la fermentacio´n, siendo vaciado al ﬁnal del proceso junto con la biomasa bacteriana.
Este sistema lleva asociado riesgo de contaminacio´n por bacterio´fagos durante los cultivos previos que
requiere, as´ı como un considerable gasto de tiempo en limpieza, preparacio´n y esterilizacio´n del material
para su utilizacio´n en un nuevo ciclo de fermentacio´n.
Diversos autores han utilizado una modiﬁcacio´n del me´todo anterior, denominado fed-batch, que di-
ﬁere u´nicamente en que existe un aporte continuo de nutrientes al medio de cultivo durante el crecimiento
bacteriano. Se consigue de este modo evitar que los sustratos sean limitantes para el crecimiento, as´ı
como la presencia de sustancias en concentraciones elevadas que resultar´ıan inhibitorias. Este me´todo
permite incrementos notables en la productividad del sistema respecto al crecimiento en batch pero esta´
sujeto a las mismas limitaciones.
En la actualidad, se esta´ realizando una intensa investigacio´n por parte de las grandes industrias
productoras de fermentos, con objeto de aplicar el sistema de produccio´n de los anteriores por cultivo
continuo. Varios autores han descrito el crecimiento de microorganismos en cultivo continuo con reciclaje
celular. En este sistema el cultivo celular retirado del sistema de manera continua es sometido a microﬁl-
tracio´n, elimina´ndose de esta manera los productos metabo´licos to´xicos y reincorporando la biomasa de
nuevo al sistema. La productividad del proceso se vela incrementada ostensiblemente respecto a sistemas
anteriores. Sin embargo, este procedimiento no puede ser aplicado a la produccio´n de fermentos, debido
a que la biomasa obtenida presenta una menor viabilidad, un tiempo de latencia mayor tras ser an˜adida
a la leche y una reduccio´n en la velocidad de acidiﬁcacio´n de la misma.
Por u´ltimo sen˜alar una variante del cultivo continuo que ha sido aplicada de manera experimental
para la produccio´n de biomasa de cepas bacterianas de manera mixta. Consiste en la inclusio´n de las
ce´lulas del preino´culo en una matriz polime´rica (alginato ca´lcico) con objeto de estabilizar la proporcio´n
entre cepas durante el curso de la fermentacio´n.
El sistema que proponemos es el de fermentacio´n continua que permite la produccio´n de biomasa
de manera continua durante extensos periodos de tiempo, manteniendo constantes las condiciones del
cultivo. Este sistema es poco utilizado industrialmente, quiza´s porque requiere equipos complejos, y los
riesgos de contaminacio´n parecen ser mayores que en la fermentacio´n en batch (Lloyd y Pont, 1973). Sin
embargo, el procedimiento utilizado mejora considerablemente la productividad (produccio´n de biomasa
celular viable) con respecto a la fermentacio´n en batch, y es mucho menos laborioso, pues evita los ci-
clos diarios de limpieza y esterilizacio´n. Adema´s, la utilizacio´n del medio de cultivo BRFS modiﬁcado
(Bruno-Ba´rcena et al., 1998), un medio semideﬁnido de bajo coste, en el que hemos sustituido la glucosa
por lactosa (azu´car mayoritaria en la leche), eliminado el sulfato de manganeso (SO4Mn), y an˜adido
nitrato so´dico (Na3C6H5O7.2H2O), permite incrementar la relacio´n productividad / coste, favorece el
posterior crecimiento en leche del fermento y permite separar las ce´lulas con facilidad para su posterior
concentracio´n.
Descripcio´n de la invencio´n:
La patente de invencio´n objeto de la presente memoria se reﬁere a un nuevo me´todo de produccio´n
por cultivo continuo de un fermento la´ctico mixto, constituido por las cepas Lactococcus lactis ssp. lactis
IPLA 947 (CECT 5180), Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis IPLA 838 (CECT 5181) y
Leuconostoc citreum IPLA 616 (CECT 5182), para ser utilizado en queser´ıa.
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La creciente produccio´n de quesos artesanales en Asturias conlleva la necesidad de desarrollar fermen-
tos la´cticos auto´ctonos para aquellas variedades de queso cuya elaboracio´n exige la utilizacio´n de leche
pasterizada al ser el per´ıodo habitual de consumo inferior a los dos meses de maduracio´n.
Entre los quesos elaborados en Asturias cabe destacar el Afuega’l Pitu, queso de coagulacio´n a´cida,
cuya produccio´n anual supera los 200.000 kg. Este queso ha sido caracterizado bajo un punto de vista
microbiolo´gico y ﬁsicoqu´ımico. Un elevado nu´mero de cepas la´cticas, pertenecientes a los ge´neros Lacto-
coccus y Leuconostoc fueron aisladas a partir de quesos elaborados con leche cruda. Dichas cepas fueron
sometidas a diferentes tests (capacidad de acidiﬁcacio´n, actividad proteol´ıtica, produccio´n de sustancias
aroma´ticas, compatibilidad, sensibilidad/resistencia a bacterio´fagos, antibio´ticos, detergentes y desinfec-
tantes). Los resultados de las diferentes pruebas permitieron seleccionar las cepas cuyas caracter´ısticas
metabo´licas eran las ma´s adecuadas para proporcionar el sabor y aroma propios de esta variedad de
queso.
Se ensayaron diferentes mezclas y proporciones de cepas para elaborar el queso Afuega’l Pitu con leche
pasterizada, resultando la ma´s adecuada la formada por las cepas Lactococcus lactis ssp. lactis IPLA 947
(CECT 5180), Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis IPLA 838 (CECT 5181) y Leuconostoc
citreum IPLA 616 (CECT 5182) La leche de queser´ıa es inoculada al 1% (v/v) con una mezcla de cultivos
en leche (16 h a 30◦C) de cada una de las cepas. En dicha mezcla, las cepas indicadas esta´n presentes en
la proporcio´n 3:1:1.3 (v/v), respectivamente.
Descripcio´n detallada de la invencio´n:
El fermento l´ıquido disen˜ado para este queso muestra un perfecto funcionamiento en los diferentes
ensayos de fabricacio´n realizados, tanto en la planta piloto del Instituto de Productos La´cteos de Asturias
como en queser´ıas artesanales. Sin embargo, la utilizacio´n del mismo requiere la propagacio´n diaria, con el
consiguiente riesgo de contaminacio´n, lo cual condiciona su uso habitual por los queseros artesanos. Para
solventar este problema, decidimos producir este fermento auto´ctono en forma de concentrado lioﬁlizado
de adicio´n directo a cuba. Este formato no requiere manipulaciones complejas ni condiciones especiales
de transporte o almacenamiento. Adema´s, la te´cnica de adicio´n directa tiene la ventaja adicional de
permitir an˜adir mezclas complejas de especies y/o cepas diferentes en proporciones determinadas, siendo
e´ste el caso concreto de nuestro fermento.
Todos los ensayos se realizaron en un fermentador BIOSTAT B (Braun -Biotech Intemational GmbH)
(Figura 1) con cuba de fermentacio´n de 2 litros de capacidad, utilizando un volumen de trabajo de 750
ml. El fermentador dispone de un sistema de agitacio´n de turbina (modelo Rushton) y una sonda de
temperatura modelo Pt-100. Las sondas de pH y pO2, ambas de marca Ingold, son extra´ıbles. Los
para´metros f´ısico-qu´ımicos a los que hacen referencia los instrumentos descritos, son monitorizados y
sometidos a control en una unidad base o unidad de control. Esta´ equipada asimismo con cuatro bombas
perista´lticas que regulan la adicio´n de a´cido o a´lcali (segu´n los requerimientos para el control del pH),
de medio de cultivo fresco desde un reservorio este´ril, y una u´ltima que permite mantener constante el
volumen de trabajo. Permite asimismo regular el ﬂujo de O2/N2, desde 0 a 10 l/min, controlando de esta
manera las condiciones aerobias o anaerobias del cultivo.
La variacio´n en las condiciones del cultivo continuo esta´ determinada por el ﬂujo de adicio´n de medio
de cultivo fresco a la cuba de fermentacio´n. Se deﬁne como Tasa de Dilucio´n (D) al cociente entre este
ﬂujo y el volumen de trabajo del fermentador. Incrementos sucesivos en este para´metro aumentan la
productividad del sistema hasta un ma´ximo, reduciendo sin embargo de manera progresiva, la resistencia
de las ce´lulas a la congelacio´n. Esto implica la necesidad de alcanzar un compromiso entre ambos efectos,
con objeto de maximizar la productividad neta de biomasa del sistema (Figura 2).
El volumen de trabajo del fermentador se mantiene constante mediante el funcionamiento ininterrum-
pido de una bomba perista´ltica conectada a un tubo de aspiracio´n introducido en la cuba de fermentacio´n
hasta alcanzar el nivel preﬁjado del medio de cultivo. El cultivo celular retirado es almacenado en un
reservorio este´ril refrigerado (4◦C), hasta que se alcanza un volumen predeterminado (≥10 litros). Se
procede entonces a la concentracio´n del cultivo mediante una unidad de ﬁltracio´n de ﬂujo tengencial
(Cole-Parmer Instrument Company) compuesta por tres membranas superpuestas de 0.3 μm de taman˜o
de poro (Omega Open Channel, Minissette Membrane Cassettes, Pall Filtron Corporation). El ﬂujo de
recirculacio´n se mantiene en torno a 3.0 l/min, consiguie´ndose inicialmente un ﬂujo de eliminacio´n de
medio residual libre de ce´lulas de aprox. 500 ml/min. Este ﬂujo desciende progresivamente a medida que
el cultivo es concentrado, siendo el l´ımite de concentracio´n del sistema de un factor x5. Posteriormente,
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el cultivo concentrado se somete a centrifugacio´n (10.000 r.p.m., 5 min); el sedimento celular se lava
dos veces con solucio´n salina isoto´nica y se resuspende en leche desnatada reconstituida al 11% (p/v) y
suplementada con la concentracio´n o´ptima de crioprotector (8% v/v de sacarosa). Finalmente, se congela
a -80◦C para su posterior lioﬁlizacio´n. Tras estos procesos, la biomasa obtenida se halla en condiciones
o´ptimas para su utilizacio´n como fermento de adicio´n directa a cuba.
El stock de cepas del fermento se conservan congeladas (-80◦C) en las condiciones antes indicadas.
En cada ensayo, el ino´culo se preparo´ a partir de la cepa congelada, realizando dos cultivos sucesivos
(a 30◦C durante 16 horas) en el medio de fermentacio´n suplementado con β-glicerolfosfato (19 g/l) (efecto
tampo´n). El porcentaje de ino´culo (v/v) utilizado fue del 2% en todos los casos.
Antes de iniciar los ensayos de cultivo continuo, se determino´ la implicacio´n de varios para´metros de
fermentacio´n (pH, pO2 y concentracio´n de la fuente de carbono) sobre la tasa de crecimiento, la pro-
duccio´n de biomasa y el balance metabo´lico de cada cepa mediante cultivo en batch. La temperatura
utilizada en todos los ensayos fue de 30◦C y la agitacio´n de 150 r.p.m. Las condiciones de aerobiosis o
anaerobiosis (pO2) se mantuvieron conectando al sistema de entrada de aire/gas del equipo una bomba
generadora de aire o una botella de N2. El control de pH se realizo´ mediante la adicio´n de NH3 al 20%.
Los valores de los para´metros de fermentacio´n antes mencionados que, se ensayaron fueron: pH (6.5,
6.0 y 5.5); pO2 (O2 libre, 20% de O2; 0% O2); concentracio´n de lactosa (0.5, 1.0, 1.5 y 2%).
Aunque la variacio´n del pH dentro del rango estudiado no ejercio´ un, efecto sustancial sobre el creci-
miento ﬁnal alcanzado en las tres cepas, se eligio´ el pH 6.5 para posteriores ensayos de cultivo continuo
porque produc´ıa un ligero incremento en la tasa de crecimiento (μ) de las tres cepas. Sin embargo, la
variacio´n de la concentracio´n de ox´ıgeno del medio tuvo un efecto ma´s pronunciado. Se trata de tres
microorganismos anaerobios aerotolerantes, para los que el ox´ıgeno resulta to´xico, pero que cuentan con
sistemas para eliminarlo del medio. En el caso de los dos lactococos, con metabolismo homofermentativo,
el crecimiento resulto´ favorecido cuando el ox´ıgeno era retirado totalmente del medio de cultivo inme-
diatamente antes de la inoculacio´n, alcanza´ndose tasas de crecimiento ma´s elevadas que en presencia de
ox´ıgeno, aunque la biomasa ﬁnal obtenida fue la misma. El mantenimiento de una atmo´sfera forzada de
ox´ıgeno (20%) redujo dra´sticamente la tasa de crecimiento y la biomasa ﬁnal obtenida en ambas cepas
aunque de manera ma´s pronunciada en el Lc. lactis ssp. lactis IPLA 947 (CECT 5180). Este u´ltimo efecto
no tuvo lugar en el caso del Ln. citreum IPLA 616 (CECT 5182), de metabolismo heterofermentativo,
que si bien vela favorecido su crecimiento por condiciones de anaerobiosis, experimentaba un incremento
au´n mayor en su tasa de crecimiento bajo atmo´sfera forzada de ox´ıgeno, efecto cla´sico ya descrito para
microorganismos heterofermentativos.
Por otro lado, la cantidad total de ce´lulas viables obtenidas al ﬁnal del crecimiento de las tres cepas,
resulto´ ser independiente de la concentracio´n de fuente de carbono (lactosa) presente en el medio de cul-
tivo, por lo que se: selecciono´ la menor concentracio´n (0.5%) para los ensayos de fermentacio´n continua.
Las condiciones o´ptimas de crecimiento determinadas en cultivo en batch se aplicaron al cultivo con-
tinuo de las cepas. En este sistema de cultivo, y en condiciones de estado estacionario (steady state), la
tasa de crecimiento coincide con la tasa de dilucio´n aplicada al cultivo. Para la cepa Lc. lactis ssp. lactis
IPLA 947 (CECT 5180) la tasa de dilucio´n o´ptima calculada para maximizar la produccio´n de biomasa
fue D=0.76 h−1, permitiendo este sistema un aumento de 10 veces en la productividad celular diaria
respecto al cultivo en batch. En el caso de Lc. lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis IPLA 838 (CECT
5181) la tasa de dilucio´n o´ptima fue D=0.57 h−1, permitiendo alcanzar una productividad diaria 4 veces
superior a la del cultivo en batch. Para la cepa Ln. citreum IPLA 616 (CECT 5182) la productividad
diaria se incremento 5 veces aplicando la tasa de dilucio´n o´ptima de 0.57 h−1.
Adema´s de optimizar la produccio´n de biomasa por unidad de tiempo para cada cepa (productividad
bruta), se ha tenido en cuenta para calcular la productividad neta del sistema, la viabilidad celular tras
el proceso de lioﬁlizacio´n.
El punto cr´ıtico de la lioﬁlizacio´n corresponde a la fase de congelacio´n. Con objeto de minimizarlo
se estudio´ el efecto crioprotector de diversas sustancias teniendo en cuenta dos factores: viabilidad y
velocidad de recuperacio´n de la actividad celular. La velocidad de recuperacio´n sera´ mayor cuanto menor
es la duracio´n de la fase de latencia del cultivo. La sacarosa utilizada a una concentracio´n ﬁnal de 8%
(v/v) en leche fue el crioprotector elegido, pues confer´ıa una viabilidad y una actividad de recuperacio´n
1.2 y 1.15 veces superior, respectivamente, a la obtenida cuando la congelacio´n se realizaba en leche no
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suplementada.
Para obtener un comportamiento en leche comparable al mostrado por el fermento l´ıquido, las cepas
lioﬁlizadas deben ser inoculadas en la leche de queser´ıa en la siguiente concentracio´n: 1.2x107 ufc/ml [Lc.
lactis ssp. lactis IPLA 947 (CECT 5180)], 4x106 ufc/ml [Lc. lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis IPLA
838 (CECT 5181)] y 4.9x106 ufc/ml [Ln. citreum IPLA 616 (CECT 5182)].
La mayor eﬁcacia del sistema de cultivo continuo sobre el cultivo en batch para la produccio´n de ce´lulas
viables, queda reﬂejada en la comparacio´n de resultados obtenidos para las tres cepas del fermento mixto
que se recogen en las tablas 1 y 2.
TABLA 1
Cultivo en batch †
Cepa μ Ufc/ml P.B. P.N. Ino´culo Leche procesada
(viables) (Ufc/ml) diariamente (1)
947 0.44 1x109 7.5x1011 3.3x1011 1.2x107 27.5
838 0.59 3x109 2.2x1012 9.9x1011 4x106 247.5
616 1.17 7x109 5.2x1012 2.3x1012 4.9x106 469.4
TABLA 2
Cultivo continuo ‡
Cepa μ Ufc/ml P.B. P.N. Ino´culo Leche procesada
(viables) (Ufc/ml) diariamente (I)
947 0.76 1x109 1.38x1013 2.76x1012 1.2x107 230
838 0.57 2.2x109 2.2x1013 4.4x1012 4x106 1100
616 0.57 5.5x109 5.7x1013 1.14x1012 4.9x106 2326
†Tasa de supervivencia en cultivo en batch tras lioﬁlizacio´n= 0.45
‡Tasa de supervivencia en cultivo continuo tras lioﬁlizacio´n = 0.20
μ = Tasa de crecimiento
P. B. = Productividad bruta (Nu´mero de ce´lulas producidas en 24 horas)
P.N. = Productividad neta (Productividad bruta x Tasa de supervivencia)
Ino´culo = Concentracio´n o´ptima de ce´lulas (Ufc/ml) en la leche de la cuba de queser´ıa Leche procesada
diariamente = Nu´mero de litros de leche que podr´ıan transformarse en queso diariamente utilizando el
ino´culo o´ptimo para cada cepa del fermento.
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REIVINDICACIONES
1. Me´todo de produccio´n por cultivo continuo de un fermento la´ctico mixto de adicio´n directa para
elaboracio´n de queso, consistente en la utilizacio´n de un fermentador con adicio´n de medio de cultivo a
ﬂujo constante y extraccio´n simulta´nea de cultivo celular.
2. Me´todo de produccio´n por cultivo continuo de un fermento la´ctico mixto de adicio´n directa para
elaboracio´n de queso, segu´n reivindicacio´n 1, caracterizado por la utilizacio´n de un medio semideﬁnido
de bajo coste, un pequen˜o volumen de trabajo (750 ml) y un me´todo de concentracio´n celular por ﬁl-
tracio´n tangencial (0.3 μm taman˜o de poro) seguido de centrifugacio´n (10.000 r.p.m 5 min).
3. Me´todo de produccio´n por cultivo continuo de un fermento la´ctico mixto de adicio´n directa para
elaboracio´n de queso, segu´n reivindicacio´n 1 y 2, caracterizado por los siguientes para´metros o´ptimos
de fermentacio´n: Temperatura, 30◦C; agitacio´n, 150 r.p.m.; pH 6.5, y condiciones anaerobias.
4. Me´todo de produccio´n por cultivo continuo de un fermento la´ctico mixto de adicio´n directa para
elaboracio´n de queso, segu´n reivindicacio´n 1 y 2, caracterizado porque la productividad del sistema
viene determinada por el ﬂujo de adicio´n de medio de cultivo.
5. Me´todo de produccio´n por cultivo continuo de un fermento la´ctico mixto de adicio´n directa para
elaboracio´n de queso, segu´n reivindicacio´n 1 y 2, caracterizado por la utilizacio´n del medio de suspensio´n
de las ce´lulas concentradas constituido por leche descremada reconstituida al 11% (p/v) y suplementada
con sacarosa al 8% (v/v) como agente crioprotector, que incrementa la tasa de supervivencia tras el
proceso de lioﬁlizacio´n.
6. Me´todo de produccio´n por cultivo continuo de un fermento la´ctico mixto de adicio´n directa para
elaboracio´n de queso, segu´n reivindicacio´n 1 y 2, caracterizado porque la utilizacio´n de un medio de cul-
tivo de bajo coste cuya composicio´n es: lactosa, 0,5%; extracto de levadura, 1%; MgSO4.7H2O, 0.005%;
(NH4)2HPO4 , 0.25%; Na3C6H5O7.2H2O, 0.2%, permite incrementar la relacio´n productividad / coste
del sistema.
7. Me´todo de produccio´n segu´n reivindicacio´n 1 y 2 caracterizado por la utilizacio´n de las cepas
Lactococcus lactis ssp. lactis IPLA 947 (CECT 5180), Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis
IPLA 838 (CECT 5181) y Leuconostoc citreum IPLA 616 (CECT 5182).
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